































背景・目的：定量分析におけるエドマン試薬 (Fig. 1a) とMSの組合せでは，極性官能
基導入と安定同位元素標識を目的とした試薬デザインが汎用され，非標識体を併用し
たペプチドの相対定量に用いられる．しかし，いずれも N 末端標識体 (Fig. 1b) を定
量するため，その後の分解反応を行わない．それ故，分解反応も含めた定量分析への











Fig. 1  Edman degradation. (a) Edman’s reagent, (b) 
phenylthiocarbamoyl-peptide, (c) phenylthiohydantoin 
(PTH)-amino acid, and (d) des-1-peptide. 





[13C6]-PITC は，[13C6]-アニリンから O,O’-ジ-2-ピリジルチオカルボネートとの one-pot
反応で定量的に得，この物と-アミノ酸混液との 2段階反応で[13C6]-PTH-アミノ酸 (内
部標準, IS) を一気に調製した． 
PTH-アミノ酸の同位体希釈液体クロマトグラフィー (LC)-選択反応モニタリング (SRM)/MS
の構築：セミミクロ HPLC と三連四重極型 MS を用い，20 種 PTH-アミノ酸の
LC-SRM/MSを感度・選択性の観点で最適化した．その結果，逆相系カラムとギ酸/水/
アセトニトリル系の移動相を用いる時，構造異性体の PTH-Leu/Ile の LC 分離と
SRM/MSにより，20種 PTH-アミノ酸相互の分別が可能であった．なお，前述の PTH-
アミノ酸の分解を考慮して，検量線用 (Fig. 2b) 及び IS用 PTH-アミノ酸 (Fig. 2c) を
用時アミノ酸混液から調製した．また，検量線作成をタンパク質試料の調製 (Fig. 2a) 
と同時に行う事で，操作中の分解のみならず N末端標識及び転換反応による誤差の相







































































Fig. 2  The entire procedure of the combination of Edman’s reagent and mass spectrometry for direct protein 
analysis: isotope-dilution LC-SRM/MS of PTH-amino acids from N-terminus of peptides or proteins by Edman 
degradation. Source: R. Satoh, T. Goto, S. H. Lee, T. Oe. Anal. Bioanal. Chem., 405, 8001 (2013). 
タンパク質からの切り出し効率の評価：本法をヒト血清アルブミン (HSA, 66 kDa) に直
接適用したところ，1サイクル目の PTH-Asp (N末端) の定量値は 18.3 pmolであった 
(Table 1)．ちなみに，2, 3サイクル目からの Ala2, His3の定量値は各々15.3, 9.30 pmolと
最大であり，タンパク質から直接 N末端配列情報を取得できた．また，PTH-Aspの 3
サイクル合計に対する相対収率は 77% [18.3/(18.3+2.81+2.53)]，かつ 1–3サイクルにお

























件で変性した残滓 (des-1-体，Fig. 1d) からの同定の可否が鍵となる．そこでウシ血清
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Fig. 3  N-terminal amino acid analyses of six 
model proteins. Samples: (a) serum albumin 
(human), (b) -casein (bovine), (c) lysozyme 
(chicken), (d) ribonuclease A (bovine), (e) pepsin 
(porcine), and (f) insulin (bovine). 
Table 1  Cleavage of amino acid from serum albumin as PTH-amino acid: a quantitative study. 
Amino acid
Repetition of  the  Edman degradation
1 2 3
Asp1 18.3 2.81 2.53
Ala 2 0.84 15.3 3.66
His 3 2.39 0.67 9.30




















による Asn/Asp, Gln/Gluの分別) を改善し得る事を示した．更に，エドマン分解後の凝
集試料からもタンパク質の同定が可能な事も示した．今回得た知見から，濃度不明の
未知タンパク質の定量・定性を one-injection で同時に行うシステム，例えば固相エド
マン分解装置とトリプシン固定化カラムを配した LC/MSシステムによる N末端 PTH-
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Fig. 4  MALDI/TOF-MS spectrum of des-1-BSA 
after tryptic digestion. 
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釈高速液体クロマトグラフィー (LC)-選択反応モニタリング (SRM)/MS を最適化し、タン
パク質試料と PTH-アミノ酸 (検量線用、[12C6]-；IS 用、[13C6]-) を同時調製する事で、安
定性・反応収率の誤差を極力抑えた N 末端由来の PTH-アミノ酸絶対定量法を構築した。
その結果、66 kDa のタンパク質からでも、相対回収率80%前後で数残基まで直接アミノ酸
配列解析が可能な事を示した。今後気相法の利用などで回収率を改善した場合、タンパク
質絶対定量の問題点 (秤量可能量の標品・純度の確保) を、N 末端由来の PTH-アミノ酸の
定量という形で解決可能と考える。一方、タンパク質の直接定性においては、サンガー試






定 (タンデム MS 法) も可能と考える。クリアすべき点もあるが、その様なシステムが開
発できれば、バイオマーカー探索・バイオ医薬品開発に資する物と期待できる。 
よって本論文は、博士（薬科学）の学位論文として合格と認める。 
